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q < 57 ) Abstract: Disclosed is a column chromatography separation method within the framework of liquid chromatography wherein 
^ eluents are used as a mobile phase consisting of lower molecules, preferably carbon dioxide, for the isolation and/or purification or 
preparation of mixtures of (natural) substances. 

O ( 57 > Zusammenfassung: Beschrieben wird ein saulenchromatographisches Trennverfahren im Rahmen einer Fliissigkeitschroma- 
^ tographie mittels Eluenten als mobile Phase bestehend aus niederen Molekuleiu vorzugs weise Kohlendioxid, zur Isolierung und/oder 
^ Reinigung und/oder praparativen Gewinnung von (Natur)Stoffgemischen. 
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Saulenchromatographisches Trennverfahren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein saulenchromatographisches Trennverfahren 
unter Verwendung eines flussigen und niedermolekularen Fluids als Eluent zur 
10 Isolierung und/oder Reinigung und/oder praparativen Gewinnung von (Natur)Stoffen 
aus Stoffgemischen, vorzugsweise Naturstoffgemischen. 

Saulenchromatographische Trennverfahren spielen vermehrt in der Rohstoff- 
Aufbereitung, in der Produktreinigung, in der chemische Synthese sowohl im 

is Laboratoriumsmaflstab wie auch bei groBtechnischen Produktionen eine 
bedeutende Rolle. Ebenfalls in der chemischen Analytik sind sie fur die Isolierung, 
Identifikation und quantitativer / qualitativer Bestimmung einzelner Komponenten in 
Substanzgemischen unentbehrlich. Weitere wichtige Anwendungsgebiete fur 
derartige Trennungen sind das Recycling, wobei aus Altmaterialien, wie Abwasser 

20 und Abgasen Gifte und Schadstoffe, aber auch Wertstoffe abgeschieden werden. 

Aus Kostengrunden haben es bisher jedoch nur wenige saulenchromatographische 
Trennverfahren bis zur kommerziellen Nutzung gebracht. Insbesondere im Rahmen 
der praparativen Rohstoffgewinnung, insbesondere aus Naturstoffgemischen - 
25 sowie deren Analytik - kommen saulenchromatographische Trennverfahren, wie 
HPLC ("High Performance Liquid Chromatography") oder Hochleistungs- bzw. 
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie sowie SFC ("Supercritical Fluid 
Chromatograhie") zum Einsatz. 

30 Die HPLC macht sich die Erkenntnis zunutze, daft die Trennleistung einer Saule mit 
abnehmender Korngrolie der stationaren Phase zunimmt. Bei der HPLC wird mit 
erheblich feinerem chromatographischen Trennmaterial (3-10 pm) als bei der 
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Gelchromatographie (35-75 urn) oder der "klassischen" Saulenchromatographie 
(120-200 pm) gearbeitet. Die Feinteiligkeit der Trennmaterialien erfordert allerdings 
die Anwendung hoher Drucke (bis zu 40 MPa), was mit erheblichem technischen 
Aufwand verbunden ist. Die Saulen sind ublicherweise zwischen 5 - 100 cm 

5 (zumeist jedoch bis 25 cm) lang mit einem Innendurchmesser von 1-25 pm. Mit 
Kieselgel Oder ahnlich porbsem Material (von 10 pm oder weniger) gefullt, kann 
eine 25 cm lange Saule 5000 Bbden (theoretische Trennstufen) aufweisen - selbst 
Bodenzahlen von 65000/m konnen je nach stationarer Phase erzielt werden. 
Typische HPLC-Trennungen werden bei Raumtemperatur, vorzugsweise bei 20 bis 

10 40°C, durchgefuhrt (Fa. Merck, Chrombook, 1996, Darmstadt, Fa. Phenomenex, 
Chromatographiekatalog, 99/00, Torrance, CA, USA). Die notwendigen Pumpen 
konnen in der analytischen HPLC bis zu einem Druck von 400 bar betrieben 
werden. In der praparativen HPLC werden Pumpen betrieben bis zu einem Druck 
von 70 (Pumpenleistung: 300 l/h) bis 100 bar (Pumpenleistung: 60 l/h Eluent 

15 (Flussigkeit)) (vgl. z.B. Fa. Merck, Chrombook, S. 233, 1996, Darmstadt). Der 
limitierende Faktor bei der HPLC ist, insbesondere bei hohen Flussen, der 
Pumpendruck. Die verwendeten Saulenlangen sind daher zumeist kurz; es gilt: je 
kleiner der Teilchendurchmesser des verwendeten chromatographischen Materials, 
desto kurzer mussen die Saulen werden. Prinzipiell kann eine Kompensation durch 

20 hbhere maximale Arbeitsdrucke erfolgen, dies erhoht jedoch die Betriebskosten 
enorm und kann das HPLC - Verfahren im Rahmen einer praparativen Anwendung 
in die Unwirtschaftlichkeit fuhren. 

Die SFC hat sich als saulenchromatographisches Trennverfahren mit Gasen (CO2, 
25 N 2 0, SF 6 etc.) im uberkritischen Zustand als mobile Phase durchgesetzt. Bei der 
SFC werden Flussigkeiten und Gase unter Druck erhitzt, wobei diese oberhalb der 
jeweiligen kritischen Temperatur und des kritischen Drucks in den uberkritischen 
Zustand uberfuhrt werden. In diesem Zustand zeichnen sich uberkritische 
Flussigkeiten gegenuber echten Flussigkeiten nicht nur durch ihre geringere Dichte, 
30 viel niedrigere Viskositat und viel hbhere Diffusionskoeffizienten aus, sondern vor 
allem durch ihr hervorragendes Lbsungsvermbgen. Deshalb finden uberkritische 
Flussigkeiten aus C0 2 , Ethylen, Propan, Ammoniak, Distickstoffdioxid, Wasser, 
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Toluol, Stickstoffheterocyclen u. a. Anwendung in der Extraktion, der sogenannten 
Supercritical Fluid Extraction (SFE od. SCFE; auch "Destraktion" genannt) - von 
Naturstoffen. Bekannt sind z. B. die Extraktion von Coffein aus Kaffee durch 
uberkritisches C0 2 , von Hopfenbitterstoffen, Riechstoffen, von Kohlenwasserstoffen 
5 aus Erdol oder Kohle, zur Reaktivierung von Heterogenkatalysatoren (Vgl. 
Wenclawiak (Hrsg.), Analysis with Supercritical Fluids: Extraction and 
Chromatography, Berlin: Springer 1992). 

In der Regel wird in der SFC bei Temperaturen uber 35°C und einem Druck auf der 
10 Saulenauslaftseite von uber 120 bar gearbeitet. 

Beschrieben sind zahlreiche Trennungen bei Temperaturen unterhalb der kritischen 
Temperatur der verwendeten mobilen Phase; vgl. K. Anton, C. Berger (Ed.); Packed 
Columns, Marcel Dekker Inc., New York, Basel, Hongkong, 1998. 

15 

Die Trennung von Stoffgemischen, insbesondere von Naturstoffgemischen, mittels 
SFC wird in einer Reihe von Publikationen beschrieben, wie in JP-A-10/316,991; 
Chirality (1992); 4(4), 252-62; J. chromatogr. (1989), 464(1), 125-37; Nihon 
Yukagakkaishi (1997), 46(11), 1335-1345; Semin. Food Anal. (1996), 1(2), 101-116; 
20 J. High Resolut. Chromatogr. (1996), 19(10), 569-570; Jasco Rep. (1991), 33(1), 6- 
11; Anal. Chem. (1990), 62(12), 394R-402R; und J. Chromatogr. Sci. (1990), 28(1), 
9-14. 

Verillon und Coleman beschreiben auf Seite 64 (Anton supra) den Temperatur- und 
25 Druckbereich fur das Arbeiten mit Fluiden- wie C0 2 - zwischen 3 bis 200°C und 90 - 
400 bar. Die Trennungen erfolgen im uberkritischen und subkritischen Bereich, 
jedoch nicht im flussigen Bereich, d.h in einem Druckbereich unter dem kritischen 
Druck und Temperatur. 

30 Jusforques beschreibt auf S. 409 in Kap. 14 (supra Anton) den erforderlichen 
Arbeitsbereich mit Temperaturen zwischen 0 und 150°C und Drucken zwischen 100 
und 350 bar an (SFC-Apparatur:. Super C12 im Rahmen der praparativen SFC). 
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Die Firma Prochrom gibt ebenfalls einen Arbeitsdruckbereich zwischen 100 und 350 
bar an, bei Temperaturen zwischen 10 und 80°C (Fa. Prochrom, Prospekt zu semi- 
preparative Supercritical Fluid Chromatography Type: SuperC 20, 1998, 
5 Chamigneulle, Frankreich). 

EP 0 099 765 B1 offenbart, dafi der EinlaBdruck des Gemisches in die Saule groBer 
als der kritische Druck des Eluenten sein mufi, und zwar zwischen 1,05 und 3. 
Drucke kleiner als der kritische Druck werden ausdrucklich als 
10 Abscheidebedingungen beschrieben. 

M. Perrut beschreibt in NO 163139 als Trennbedingungen nur den uberkritischen 
und subkritischen Bereich und zwar Drucke von 70-250 bar und Temperaturen 
zwischen 25 und 80°C. 

15 

Im Stand der Technik sihd keine chromatographischen Trennungen realisiert fur 
mobile Phasen, mit einem Arbeitsbereich unter der kritischen Temperatur und 
Druck. 

20 Schultz et al (Schultz, W.G.; Randall, J.M.: Food Technol. 24, 1282 (1970)) 
beschreibt lediglich eine unspezifische Extraktion bei 22°C und 63 bar von 
Aromakonzentraten aus homogenisierten Fruchten und Fruchtsaften. Eine 
chromatographische Trennung ist nicht erfolgt. 

25 Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein 
saulenchromatographisches Verfahren im Rahmen einer Fiussigkeits- 
chromatographie fur die grofitechnische Isolierung und / oder Reinigung und / oder 
praparative Gewinnung von (Natur)Stoffen aus (Natur)Stoffgemischen 
bereitzustellen, das aufgrund einer hohen Trennleistung zu reinen Produkten fuhrt. 

30 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur saulenchromato- 
graphischen Trennung von Stoffgemischen, wobei als Eluent ein Fluid oder eine 
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Mischung von Fluiden in flussigem, nicht-subkritischem und nicht-kritischem 
Zustand zum Einsatz kommt, die bei 25°C und 1 bar gasformig sind (nachstehend 
erfindungsgemaUes Verfahren). 

5 Bei den erfindungsgemaJJ zum Einsatz kommenden Eluenten handelt es sich um 
niedermolekulare Verbindungen, die bei Normalbedingungen (25°C; 1 bar) gas- 
formig sind und die unter derartigen Temperatur- und Druckbedingungen zum 
Einsatz kommen, dad sie im flussigen Zustand aber nicht im kritischen Zustand Oder 
nicht im subkritischen Zustand (also nicht oberhalb der kritischen Temperatur und 

10 unterhalb des kritischen Druckes) vorliegen. 

Bevorzugte Eluenten fur das erfindungsgemafie Verfahren sind ieichtfluchtige 
Verbindungen mit geringer Wechseiwirkung 

is Besonders bevorzugte Eluenten sind flussiges Distickstoffoxid (N 2 0); flussige Fluor- 
Oder Fluorkohlenwasserstoffe ( n Freone lf ), wie z.B. Chiortrifluormethan (CCIF 3 ), 
Trifluormethan (CHF 3 ), Tetrafluormethan (CF 4 ), 1,1,1,2-Tetrafiuorethan (CF 4 H 2 ), 
flussiges Kohlendioxid (C0 2 ), flussiges Schwefelhexafluorid (SF 6 ), flussiges Propen 
(CsHs), flussiges Propan (CsHe), flussiger Ammoniak (NH 3 ), flussiges Schwefeldioxid 

20 (S0 2 ), flussiges Xenon (Xe), flussiges Ethan (C 2 H 6 ), welche bei Normalbedingungen 
gasformig vorliegen. 

Vorzugsweise werden solche Eluenten eingesetzt, die eine dynamische Viskositat 
von 10" 4 - 10" 6 Pa s, vorzugsweise 2*1 CT 4 - 2*1 0" 6 Pa s, eine Dichte von 0,5 - 1,2 
25 g/ml, vorzugsweise 0,5-1 ,2 g/ml aufweisen. 

Die Messung der dynamischen Viskositat erfolgt fur die Zwecke dieser Anmeldung 
mit einem Kapillarviskosimeter bei 25°C. 



30 



Im erfindungsgemaSen Verfahren liegen solche niederen Molekule als Eluent in der 
mobilen Phase flussig vor. 
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Es werden vorzugsweise solche Eluenten eingesetzt, die dem Fachmann auf dem 
Gebiet der SFC bekannt sind. 

Flussiges Kohlendioxid ist jedoch ganz besonders bevorzugt und zwar in dem 
5 flussigen Temperaturbereich von -57°C bis 31 ,3°C, vorzugsweise von 0 bis 20°C. 

Ferner ist flussiges Kohlendioxid ganz besonders bevorzugt und zwar in dem 
Druckbereich von grofter als 30 bar, vorzugsweise 30 bis 150 bar und ganz 
bevorzugt 30 bis 60 bar. Der flussige Druckbereich des Kohlendioxids betragt 5,2 
10 bis 73,7 bar. 

Bei Kohlendioxid betragt der kritische Druck 73,7 bar und die kritische Temperatur 
betragt 31,3°C. Der Tripelpunkt des Kohlendioxids liegt bei -57°C und 5,2 bar. 

15 Selbstverstandlich konnen die genannten Eluenten auch in einer Mischung 
vorliegen. 

Der Arbeitsbereich des eingesetzten niedermolekularen Eluenten ist die flussige 
Phase mit den zugehorigen p,T-Werten. 

20 

Diese p,T-Werte herrschen ebenfalls an der gewahlten chromatographischen 
Trennsaule uber welche der Eluent als mobile Phase gefuhrt wird. 

Saulenchromatographisches Trennverfahren im Sinne dieser Erfindung bedeutet, 
dafi eine Stofftrennung durch Verteilung, also durch den Losevorgang in beiden, 
miteinander nicht mischbaren Phasen und durch Adsorption an einem Feststoff 
(Adsorbens) an einer stationaren Phase in Gegenwart eines Eluenten als mobile 
Phase erfolgt. Insofern kann von einer Flussig-fest-Chromatographie (engl. Liquid- 
Solid Chromatography, LSC) gesprochen werden. Zu den hier benutzten Begriffen 
existieren Terminologie-Vorschlage der IUPAC, auf diese wird sich ausdrucklich 
bezogen. 
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In einer besonderen Ausfuhrungsform wird die mobile Phase, enthaltend ein Eluent, 
mit Hilfe eines in der Chromatographic ublichen Modifiziermittels, wie einem unter 
Betriebsbedingungen flussigem Alkohol, z.B. Ethanol oder Methanol, versetzt. 
Dieses Modifiziermittel kann ggf. mit weiteren Hilf- und Zusatzstoffen, wie Sauren 
5 oder Basen (z.B. Essigsaure oder Diethylamin) versetzt werden. 

Im Rahmen des erfindungsgema&en Verfahren ergeben sich im Vergleich zu den 
bekannten Verfahren, wie HPLC- oder SFC-Verfahren zahlreiche Vorteile. 

10 Besonders vorteilhaft gegenuber den bekannten HPLC- oder SFC-Verfahren ist, 
daft im erfindungsgemaften Verfahren geringere Drucke angewendet werden 
mussen, beispielsweise lediglich Drucke bis ca. 70 bar. Dadurch konnen Kosten 
eingespart werden, da alle benotigten Bauteile, wie Pumpen, Druckaufnehmer oder 
Rohrleitungen, entsprechend ausgelegt bzw. kleiner dimensioniert werden konnen. 

15 Die erforderlichen Sicherheitsanforderungen zur Arbeitssicherheit und Betriebs- 
sicherheit konnen reduziert werden. 

Es wurde nunmehr in uberraschender Weise gefunden, daft das erfindungsgemafte 
Verfahren in Gegenwart jedweder handelsublicher fester stationarer Phasen 
20 erfolgen kann, wie sie im Rahmen der HPLC und/oder der SFC verwendet werden. 

Bevorzugt sind jedoch Saulen mit modifizierten oder unmodifizierten Phasen auf 
Basis von Kieselgel, Aluminiumoxid oder Titandioxid sowie getragerte polymere 
stationare Phasen, wie z.B. auf Kieselgel, Aluminiumoxid oder Titandioxid aufge- 
25 brachte Diolphase, Aminopropylphase, RP8 und RP18 Phasen, wobei diese Phasen 
insbesondere auf Kieselgeltragem aufgebracht sind. 

Das erfindungsgemafte Verfahren kann fur Saulenlangen in weiten Bereichen 
eingesetzt werden. Ublicherweise sind die Saulen mindestens 10 cm lang, 
30 bevorzugt sind jedoch Langen von 0,25 - 2,0 m, besonders bevorzugt ist 1,1 - 1 ,7 m. 



Diese hoheren Saulenlangen gewahrleisten eine hohe Trennleistung und konnen 
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erreicht werden, da das erfindungsgemafte Verfahren keinen groBen Druckabfall in 
der Saule verursacht. 

Der Druckabfall kann nach Formel 1 an Tabelle 1 abgeschatzt werden. Da die 
5 Viskositat der zum Einsatz kommenden flussigen Eluenten klein gewahlt ist, ist auch 
der resultierende Druckabfall gering. Durch den geringen Druckabfall pro cm Saule 
kann die Saule bei gleichem Teilchendurchmesser der stationaren Phase 
entsprechend Jang gewahlt werden oder es konnen im Vergleich zur HPLC kleinere 
Teilchendurchmesser bei konstanter Saulenlange verwendet werden. 

10 

Das erfindungsgemSSe Verfahren kann mit ublichen Anordnungen betrieben 
werden, wie sie auch in den bekannten SFC-Verfahren zum Einsatz kommen. 

Zur weiteren Erlauterung der Erfindung wird nachfolgend der Betrieb einer ublichen 
15 SFC-Anordnung im industriellen MaUstab mit dem Eluenten C0 2 beschrieben. 

Einzuspeisendes C0 2 wird aus einem flussig C0 2 -Vorratstank mittels eines Warme- 
tauschers abgekuhlt. Das von der Pumpe geforderte C0 2 wird mittels des 
Warmetauschers auf uberkritische Bedingungen gebracht (T>31°C f p>74bar) f 

20 typischerweise 40-60°C. Jenes C0 2 stromt durch die Trennsaule und wird an einem 
Druckregelventil entspannt. Dieses Druckregelventil regelt den SaulenauslaBdruck, 
der am Ende der Trennsaule herrscht und uber dem kritischen Druck gehalten 
(p>74bar) wird. Dadurch werden in der Trennsaule uberkritische Trennbedingungen 
gewahrleistet. Das C0 2 kuhlt sich durch die adiabatische Expansion am Druck- 

25 regelventil ab. Anschliefiend wird das C0 2 mit einem Warmetauscher aufgeheizt 
und in den gasformigen Zustand gebracht. In einem Abscheider wird das Produkt 
vom gasformigen C0 2 getrennt. Das gasformige C0 2 gelangt uber den Warme- 
tauscher, der es wieder verflussigt, in den Vorratstank. Es ergibt sich ein ge- 
schlossener C0 2 -Kreislauf. Das Produkt wird aus dem Vorratsgefafc mit Hilfe der 

30 Pumpe diskontinuierlich auf die Trennsaule injiziert. Fur diese ubliche 
SFC-Anordnung sind energieintensiv total mindestens vier Warmetauscher 
notwendig. 
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lm Rahmen des erfindungsgemaGen Verfahren ergeben sich zusatzlich zu der oben 
fur das SFC-Verfahren beschriebenen Vorgehensweise zahlreiche Moglichkeiten 
einer funktionalen Anordnung von denen einige nachfolgend beschrieben werden. 

Der besondere Vorteil des erfindungsgemallen Verfahrens liegt darin, daG ein 
energieaufwendiges wechselndes Abkuhlen und Erhitzen des C0 2 vermieden wird. 

Einzuspeisendes CO z wird aus einem flussig C0 2 -Vorratstank mittels eines 
Warmetauschers abgekuhlt. Das von der Pumpe geforderte C0 2 wird mittels des 
Warmetauschers auf die Trenntemperatur eingestellt. Dieser kann jedoch sehr klein 
sein, da das C0 2 nur von typischerweise 0-5°C auf 5-20°C erwarmt wird. 

Werden niedrige Trenntemperaturen, z.B. 5°C, gewahlt, so kann dieser 
Warmetauscher zudem auRer Betrieb genommen werden. Das flussige C0 2 stromt 
durch die Trennsaule. Mit Hilfe eines Umschaltventiles werden die einzelnen 
Fraktionen auf sogenannte Fraktionierungssaulen umgeleitet, beispielsweise auf 
drei Fraktionierungssaulen. Es sind beliebig viele Fraktionierungssaulen moglich, im 
einfachsten Fall jedoch eine Fraktionierungssaule und eine zusatzliche Rohrleitung, 
welches das Umschaltventil mit einem weiteren Umschaltventil verbindet. 

Der SaulenauslaGdruck wird mit einem Druckregelventil geregelt. An diesem Ventil 
erfolgt die Entspannung des C0 2 . Nach Injektion der Probe (Annahme: die Probe 
enthalt 3 Komponenten A, B und C) wird die Probe auf der Trennsaule getrennt. 

Wahrend der Elution von Komponente A wird das Umschaltventil so geschaltet, dali 
C0 2 und Komponente A in Richtung des weiteren Umschaltventils umgeleitet wird. 
Das flussige C0 2 wird entspannt. Das C0 2 verliert seine Losungskraft. Komponente 
A wird dadurch auf der Fraktionierungssaule festgehalten. Das C0 2 wird durch 
einen Warmetauscher weiter abgekuhlt (falls notwendig) und gelangt wieder in den 
Vorratstank. 
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Nach Elution von Komponente A von der Saule wird das Umschaltventil auf eine 
weitere Fraktionierungssaule umgeschaltet. Die eluierende Komponente B wird auf 
dieser Fraktionierungssaule festgehalten. Komponente C auf einer weiteren 
Fraktionierungssaule. Eluiert keine Probesubstanz kann wahlweise der C0 2 -Strom 
5 uber eine der Fraktionierungssaulen gefuhrt werden oder eine zusatzliche 
Rohrleitung mit einem Druckregelventil, welches das Umschaltventil mit dem 
weiteren Umschaltventil verbinden. 



Das chromatographische Material der Trennsaule ist so gewahlt, daft die Auflosung 
10 der Probekomponenten maximal ist. Das Material der Fraktionierungssaulen wird so 
gewahlt, daft Adsorption der jeweiligen Probekomponente unter den dort 
herrschenden Bedingungen wahrend der Trennung maximal ist. 

Diese Vorgehensweise kann fur mehrere Injektionen wiederholt werden (bis die 
15 Kapazitat einer Fraktionierungssaule erreicht ist). Die Elution der jeweiligen 
Komponenten erfolgt mit einem geeigneten starken Losemittel, z.B. Ethanol. Eine 
separate Pumpe fordert den Eluenten uber das Umschaltventil bis zum AuslaB nach 
dem weiteren Umschaltventil. Die Wertfraktionen werden also in diesem Fall in 
Flussigkeit gelost aufgefangen. 

20 

Der Vorteil dieser beschriebenen Vorrichtung liegt darin, das weder ein vierter 
Warmetauscher noch ein Abscheider benotigt wird. 

In weiteren Ausgestaltungen des erfindungsgemafcen Verfahrens kann das 
25 Druckregelventil direkt hinter der Trennsaule angebracht sein. Das expandierte C0 2 
mit der jeweiligen Probekomponente wird erst nach der Entspannung mittels des 
Umschaltventils auf die betreffende Fraktionierungssaule geleitet. Der Vorteil 
gegenuber der voranstehend beschriebenen Anordnung ist, dafi nur ein 
Druckregelventil benotigt wird. 

30 

In weiteren Ausgestaltungen des erfindungsgemafSen Verfahrens konnen die 
Druckregelventile hinter den Fraktionierungssaulen angebracht sind. Zusatzlich 
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befinden sich dahinter zusatzliche Abscheider. 

Bei dieser Anordnung wird der Druck hinter der Fraktionierungssaule reguliert. Das 
Material der Fraktionierungssaulen wird so gewahlt, dali die Komponenten A, B und 
5 C bei den herrschenden Bedingungen in der betreffenden Fraktionierungssaule 
zuruckgehalten werden. Nach mehrmaliger Injektion und Sammeln der 
Probekomponenten auf den Fraktionierungssaulen konnen die einzelnen 
Komponenten durch Erhdhung der Elutionsstarke des C0 2 und/oder Zusatz eines 
Modifiziermittels zur Elution und uber den jeweiligen Abscheider vom C0 2 getrennt 
10 werden. 

Alternativ kann auch die Elution mit einem flussigen Eluenten erfolgen. In diesem 
Fall konnen die Abscheider entfallen. Die Anordnung kann auch so abgewandelt 
werden, daft anstelle von drei Abscheidern nur ein Abscheider hinter dem 
15 Umschaltventil verwendet wird. 

Durch das erfindungsgemafce Verfahren kann eine ubliche SFC-Anlage energetisch 
viel gunstiger betrieben werden. Im Warmetauscher nach dem Vorratstank muB das 
C0 2 uberhaupt nicht oder nur wenig erwarmt werden. Durch den geringeren Druck 
20 vor der Druckregeleinheit ist auch die Abkuhlung durch die adiabatische Expansion 
geringer und damit mufi dem Warmetauscher nach der Trennsaule viel weniger 
Energie zugefuhrt werden. Prinzipiell kann das erfindungsgemalie Verfahren auf 
jeder SFC- Anlage ausgefuhrt werden. 

25 Das erfindungsgemaSe Verfahren ist ganz besonders zur saulen- 
chromatographischen Trennung von ungesattigten, insbesondere mehrfach unge- 
sattigten hdheren Fettsauren oder deren Derivaten, wie Estern Oder Lipiden, 
vorzugsweise aus Naturdlen, wie Pflanzendl, Algendl, Ol von Mikroorganismen oder 
Pilzen, sowie Fischol und somit zur Gewinnung und Reinigung von SDA 

30 (Stearidonsaure, 18:4, n3), AA (Arachidonsaure, 20:4, n-6), ETA (Eicosatetraen- 
saure, 20:4, n-3), EPA 25 (Eicosapentaensaure, 20:5, n-3), DPA (Docosapentaen- 
saure, 22:5, n-3), DHA (Docosahexaensaure, 22:6, n-3). GLA (gamma-Linolensaure 
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18:3, n-6), ALA (alpha-Linolensaure 18:3, n-3), DPA (Docosapentaensaure, 22:5, 
n-6) geeignet. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, ohne die 
Erfindung auf diese Beispiele zu begrenzen. 

Beispiel 1 : 

Es wurde eine ubliche SFC-Anordnung verwendet, wie sie weiter oben beschrieben 
wurde. Die verwendeten Saulen wiesen eine Lange von bis zu 170 cm auf. Die 
normal verwendeten Arbeitsdrucke betrugen in der Regel zwischen 120 und 350 
bar. Diese Saulen konnen in der SFC eingesetzt werden, da die Druckabfalle auch 
uber einer so langen Saule nur gering sind (normalerweise 20-50 bar). Durch die 
geringen Druckabfalle konnen auch hohere Flusse, die in der SFC, im Gegensatz 
zur HPLC, nur zu einen geringen Effizienzverlust fiihren, eingesetzt werden. Als 
Eluent wurde Kohlendioxid verwendet. Die Arbeitsparameter sind in der 
nachfolgenden Tabelle 1 aufgelistet. Neben erfindungsgemaliem Einsatz von 
flussigem bzw. fluidem Kohlendioxid wurde auch uberkritisch.es Kohlendioxid 
eingesetzt. 
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Tabelle 1 : Arbeitsparameter 



Berechnung p 


Saule: 101 


L(cm) 


d(crn) 


R(cm) 


dp(jim) 






Typ 






110 


9 


4,5 


25 










p(g/ml) 


r\ dyn.(Pa s) 


j\ dyn.(cPoise) 


F(kg/h) 


F (ml/min) 




Ap (bar) 




80 bar, 50°C 

inn L.. enor< 

iwi oar, 5U t 
200 bar, 50°C 


0,219 
0,784 


2.05E-05 

net? f\c 

6,80E-05 


0,02053 
0,02945 
0,06797 


300 
300 
300 


22.831,05 
12.823,80 
6.377,55 




21,6 
17,4 
20,0 


SFC 
SFC 
SFC 


25°C, 150 bar 
0°C, 150 bar 

nor nift Lav 

u c, juu oar 


0,8771 

1 

i 

1 ,Uj_> 


8,63E-05 
U3E-04 
1 ,4 /br-U4 


0,0863 
0,1234 
0,1466 


300 
300 
300 


5.700,60 
5.000,00 
4.739,34 




22,7 
28,4 
32,0 


SbFC 
SbFC 
SbFC 


0°C, 40 bar 
10°C, 50 bar 


0,9333 
0,8705 


1,01E-04 
8 00E-05 


0,1009 
0,08 


300 
'j no 


5.357,33 




24,9 


LFC 


25°C, 70 bar 


0,744 


6,04E-05 


0,06043 


300 


6.720,43 




18,7 


LFC 


MeOH, 20°C 
EtOH, 20°C 


0,79 
0,789 


5,84E-04 
l,20E-03 


0,584 

uoi 


300 
300 


6.329,11 
6.337,14 




170,4 
350,9 


HPLC 
HPLC 



5 Berechnung gemaG: Ap = F r l L l000 

^ 60 n r 2 -dp 2 

mit 

Ap Druckabfall in [bar] 

F VolumenflufJ des Eluenten in [ml/min] 

L Lange der Saule in [cm] 

r| Viskositat in [cPoise]; 1 000 

CPoise=1Pa s 
R Innenradius der Saule in [cm] 
Dp Teilchendurchmesser in [pm] 
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Beispiel 2: 

Es wurden Trennungen eines Fischolethylesters auf zwei verschiedenen stationaren 
5 Phasen durchgefuhrt. Gewahlt wurde jeweils sowohl uberkritische Bedingungen als 
auch eine Temperatur/Fluft-Kombination aus dem erfindungsgema&en Bereich. In 
der folgenden Tabelle 2 sind die Reinheit der EPA und/oder DHA der 
aufgefangenen Fraktionen miteinander verglichen. 

10 Es wurde ein Fischol unter verschiedenen Bedingungen getrennt: flussige Phase 
(T=18°C, p n =52 bar; F=300 kg/h); uberkritische Phase: (T=46°C, p n =105 bar; F=300 
kg/h); stationare Phase: Aminopropyl; mobile Phase: C0 2 j 

In Tabelle 2 ist der Gehalt an EPA in % der jeweiligen Fraktion aufgetragen. Wie 
is leicht zu erkennen, ist der Verlauf sehr ahnlich. Jedoch erfolgte die Trennung im 
fiussigen erfindungsgemalien Bereich viel schneller. 

Eine Reduzierung von ca. 75 auf nur 40 min war moglich. Die absolut erzieibare 
Reinheit war lediglich etwas geringer (anstatt 95% bei uberkritischen Trennbe- 
20 dingungen auf ca. 90% im fiussigen Bereich). Legt man jedoch zur Ausbeute- 
berechnung die Fraktionen mit einer EPA-Reinheit uber 80% zugrunde so entsprach 
diese im uberkritischen Bereich 52,7% der injizierten Masse und im fiussigen 
Bereich 52,0%. Diese Zahlen verdeutlichen, daB die erzielten Trennungen sehr 
ahnlich sind. 

25 

Jedoch sind die im fiussigen Bereich notwendigen Anlagen wesentlich billiger, da 
sie nur fur Drucke bis ca. 70 bar geeignet sein mussen und nicht bis zu 300 bar 
ausgelegt werden. 
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Tabelle 2: Gehalt an EPA in °/ 
bei Trennung mit 
flussigem Kohlendioxid 

5 Trenndauer Gehalt der Fraktion 





(min) 


an EPA (% 




1 9 
I Z 


1 4 
1,4 




19 ^ 
IZ,0 


U,1 o 




I o 


O i O 
U, JZ 


in 


I 0,0 


U,ZO 




l*f 


u,i y 




14 ^ 


n oo 
U,Zo 




1 ^ 


0,00 




1 cc 
I 0,0 


^ fti 

0,0l 


1 c 

Id 


1 ft 


*f O Oyl 

io,94 




I0,0 


2/ ,28 






44,65 




4 7 C 

17,5 


64,79 




1 p 


( o,o9 


zo 


1 Q C 

I 0,0 


"7ft OC 

/ 9,96 




i y 


o4,14 






00,09 




9H ^ 

zu,o 


on 0*7 




91 
Z1 


QO CtA 

09,04 


Zj 


91 C 
Zl,0 


QQ A C 

o9,4o 




ZZ 


oo oc 
OO.UO 




OO A 

z2,o 


Q7 0«4 

of ,01 




9*5 
ZO 


QC 7C 
OO, ZO 




OO C 

Zo,o 


o4 f 1 


1ft 


z*t 


P9 1ft 
OZ, I O 




24,5 


80,53 




25 


78,8 




25,5 


76,97 




26 


75,63 


35 


26,5 


74,09 




27 


73,21 




28,5 


69,27 




32 


59,55 




34 


51,7 


40 


37 


26,52 




40 


17,67 
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Gehalt an EPA in % 
bei Trennung mit 
uberkritischem Kohlendioxid 

Trenndauer Gehalt der Fraktion 



(min) 


an EPA (% 


04 
Z 1 


O AO 

Z,Oo 


OO 

Zo 


0,99 


ZO 


n oo 
0,29 


OQ 
ZO 


o c>i 
0,54 


oU 


o r\A 
3,01 


oo 

OZ 


A O 

1o 


oo 
oo 


A A OO 

14,23 


o/i 
o4 


-1 A OC 

14, oo 


OO 


18,63 


oc 
36 


oc c 

25,5 


OT 

37 


36,16 


oo 

38 


54,23 


oo 

39 


76,62 


40 


0<4 OO 

91,08 


A A 
41 


oo oc 

93,96 


>IO 

42 


CiA 70 

94,78 


vIO 

43 


OC 4 o 

95,18 


A A 

44 


OC A A 

95,44 


45 


OC O 4 

95,31 


iff 

46 


oc o c 

95,25 


47 


94,34 


40 




49 


93,03 


50 


92,34 


51 


91,7 


52 


91,24 


53 


90,67 


54 


89,42 


56 


86,79 


59 


79,34 


62 


61,96 


67 


14,71 


121 


1,95 
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In Tabelle 3 sind fur die gleichen Trennungen die Reinheiten der Fraktionen an 
sowohl EPA als auch DHA aufgetragen. Auch hier ist ersichtlich, daB die 
Trennungen vergleichbar sind, jedoch die Trennung im flussigen Bereich ist mit 
dieser Phase in der halben Zeit durchfuhrbar. 

Es wurde ein Fischol unter verschiedenen Bedingungen getrennt: flussige Phase 
(T=18°C, pn=52 bar; F=300 kg/h); uberkritische Phase: (T=46°C, pn=105 bar; 
F=300 kg/h); Phase: Aminopropyl; mobile Phase: C0 2 

Tabelle 3: Gehalt an EPA/DPA in % Gehalt an EPA/DPA in % 



bei Trennung mit 
flussigem Kohlendioxid 



bei Trennung mit 
uberkritischem Kohlendioxid 



Trenndauer Gehalt der Fraktion 



Trenndauer Gehalt der Fraktion 



(min) 



an EPA/DPA (%) 



(min) an EPA/DPA (%) 



12 

12,5 

14 

13,5 

14 

14,5 

15 

15,5 

16 

16,5 

17 

17,5 

18 

18,5 

19 

19,5 

20,5 

21 

21,5 

22 

22,5 

23 

23,5 

24 



0,18/0,31 

0,12/0,18 

0,25/0,32 

0,19/0,26 

0,23/0,27 

0,53/0,12 

3,61/0,16 

13,94/0,01 

27,28/0,11 

44,65/0,01 

64,79/0,01 

73,59/0,01 

79,96/0,01 

84,14/0,01 

86,69/0,01 

89,07/0,32 

89,64/0,75 

89,45/1,41 

88,05/2,58 

87,01/3,72 

85,76/5,15 

84,1/6,66 

82,16/8,14 



1 ,4/2,99 



21 2,03/85,53 

23 0,99/9,92 

25 0,29/0,65 

28 0,54/0,27 

30 3,01/0,37 

32 13/0,28 



33 14,23/02, 

34 14,35/0,01 

35 18,63/0,01 

36 25,5/0,15 

37 36,16/0,01 

38 54,23/0,01 

39 76,62/0,22 

40 91,08/0,01 

41 93,96/0,01 

42 94,78/0,01 

43 95,18/0,13 

44 95,44/0,01 

45 95,31/0,27 

46 95,25/0,35 

47 94,34/0,44 

48 93,67/0,58 

49 93,03/0,72 

50 92,34/0,93 
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10 



5 



24,5 

25 

25,5 

26 

26,5 

27 

28,5 

32 

34 

37 

40 



78,8/11,66 

76,97/13,17 

75,63/14,81 

74,09/16,12 

73,21/17,31 

69,27/21,06 

59,55/28,9 

51,7/35,27 

26,52/54,38 

17,67/62,17 



80,53/10 



51 
52 
53 
54 
56 
59 
62 
67 
121 



91,24/1,48 

90,67/1,88 

89,42/2,43 

86,79/3,65 

79,34/8,53 

61,96/21,54 

14,71/62,52 

1,95/81,27 



91,7/1,2 



In Tabellen 4 und 5 ist eine Trennung des gleichen Ausgangsmaterials auf einer 
anderen stationaren Phase gezeigt. Auch hier ist ersichtlich, daft die Trennungen 

15 unter verschiedenen Bedingungen sehr ahnlich sind. Auf dieser stationaren Phase 
eluieren die Substanzen jedoch spater bei flussigen Bedingungen. Die maximal 
erreichbare EPA-Reinheit ist auf dieser stationaren Phase ca. 80%. Definiert man 
als Vergleich fur die Massenausbeute eine EPA-Reinheit von mehr als 70% so ist 
die Ausbeute mit 36,2% bei flussigen Bedingungen wesentlich hoher als bei 

20 uberkritischen Bedingungen mit nur 30,3%. Das stark ausgepragte Tailing sowohl 
der EPA als auch der DHA ist vermutlich auf noch hochaktive Silanolgruppen 
zuruckzufuhren. Diese Phase ist fur die Trennung weniger geeignet. Es konnte 
jedoch gezeigt werden, daft die Trennungen in verschiedenen Zustandsbereichen 
vergleichbar sind. 



Es wurde ein Fischdl unter verschiedenen Bedingungen getrennt: flussige Phase 
(T=18°C, pn=52 bar; F=300 kg/h); iiberkritische Phase: (T=46°C, pn=160 bar; 
F=300 kg/h); stationare Phase: Kieselgel; mobile Phase: C0 2 . 



25 
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Tabelle 4: Gehalt an EPA in % 
bei Trennung mit 
flussigem Kohlendioxid 



5 Trenndauer Gehalt der Fraktion 





\\\\\\ I J 


an FPA (%\ 




20 


13,02 




21 


20,05 




23 


34,82 


10 


24 


47,25 




25 


62,5 




26 


71,44 




26,5 


74,5 




27 


76,22 


15 


27,5 


77,39 




28 


78,59 




29 


79,85 




30 


80,05 




31 


79,39 


20 


32 


76,37 




33 


74 




34 


70,8 




35 


68,48 




36 


66,17 


25 


37 


64,6 




38 


64 




39 


62,62 




40 


61,82 




41 


60,99 


30 


42 


60,62 




44 


59,23 




46 


57,65 




48 


56,66 




50 


55,32 


35 


52 


53,51 




55 


48,97 




60 


44,15 
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Gehalt an EPA in % 
bei Trennung mit 
uberkritischem Kohlendioxid 

Trenndauer Gehalt der Fraktion 



(min) anEPA(%) 



12 


9 11 


13 


4 15 


14 


10 06 


1^ 


91 4fi 


1*5 5 


9Q 1"3 


1fi 


40 14 


1fi ^ 


^4 fi^ 

J*1,UJ 


17 


R3 R7 


17 ^ 


68 77 


1ft 


73 71 


1Q 


78 4 


1Q ^ 


80 8 


9H 


81 48 


91 


Rn 31 


ZZ 


7fi 77 


93 


79 49 


24 


69,63 


25 


66,77 


26 


64,32 


27 


66,69 


28 


60,73 


29 


59,48 


30 


58,03 


32 


54,65 


34 


51,4 


36 


46,5 


38 


42,34 


40 


37,86 


45 


27,81 
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Tabelle 5: Gehalt an EPA/DHA in % 
bei Trennung mit 
flussigem Kohlendioxid 

5 

Trenndauer Gehalt der Fraktion 
(min) an EPA/DHA (%) 





20 


13,02/1,69 


10 


21 


20,05/0,92 




23 


34,82/0,48 




24 


47,25/0,65 




25 


62,5/0,92 




26 


71,44/1,38 


15 


26,5 


74,5/1,63 




27 


76,22/1,93 




27,5 


77,39/2,19 




28 


78,59/2,54 




29 


79,85/3,42 


20 


30 


80,05/4,59 




31 


79,39/6,21 




32 


76,37/8,36 




33 


74/11,88 




34 


70,8/15,08 


25 


35 


68,48/17,73 




36 


66,17/19,53 




37 


64,6/21,21 




38 


64/22,2 




39 


62,62/23,39 


30 


40 


61,82/24,35 




41 


60,99/24,8 




42 


60,62/25,12 




44 


59,23/26,89 




46 


57,65/28,31 


35 


48 


56,66/29,39 




50 


55,32/30,58 




52 


53,51/31,95 




55 


48,97/34,7 




60 


44,15/38,6 



40 
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Gehalt an EPA/DHA in % 
bei Trennung mit 
uberkritischem Kohlendioxid 

Trenndauer Gehalt der Fraktion 
(min) an EPA/DHA (%) 



12 


9,11/26,52 


13 


4,15/3,59 


14 


10,06/1,12 


15 


21,46/0,45 


15,5 


29,13/0,41 


16 


40,14/0,39 


16,5 


54,65/0,52 


17 


63,67/0,73 


17,5 


68,77/0,97 


18 


73,71/1,43 


19 


78,4/2,23 


19,5 


80,8/2,68 


20 


81,48/3,21 


21 


80,31/5,23 


22 


76,77/8,96 


23 


72,49/13,52 


24 


69,63/16,38 


25 


66,77/19,32 


26 


64,32/22,11 


27 


66,69/20,21 


28 


60,73/25,81 


29 


59,48/ 27,33 


30 


58,03/28,62 


32 


54,65/31,5 


34 


51,4/34,19 


36 


46,5/38,47 


38 


42,34/42,23 


40 


37,86/45,76 


45 


27,81/53,76 
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lm Text verwendete Abkurzungen: 



HPLC Hochleistungsflussigkeitschromatographie 

SFC Chromatographie mit uberkritischem Gas 

SbFC Chromatographie mit fluidem Gas (T<Tk,; P>pkr ) 

LFC Chromatographie mit flussigem Gas (T<Ti«,; p<pkr) 

EPA Eicosapentaensaurethylester (20:5) 

DHA Docosahexaensaure (22:6) 
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Patentanspruche 
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1. Verfahren zur saulenchromatographischen Trennung von Stoffgemischen, 
wobei als Eluent ein Fluid oder eine Mischung von Fluiden in fiussigem, nicht- 
subkritischem und nicht-kritischem Zustand zum Einsatz kommt, die bei 25°C 
und 1 bar gasfdrmig sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft der Eluent 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus fiussigem Distickstoffoxid, 
fiussigem Fluorkohlenwasserstoff oder Fluorchlorkohlenwasserstoff, fiussigem 
Kohlendioxid, fiussigem Schwefelhexafluorid, fiussigem Propen, fiussigem 
Propan, fiussigem Ammoniak, fiussigem Schwefeldioxid, fiussigem Xenon, 
fiussigem Ethan oder einer Mischung davon. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft der Eluent eine 
dynamische Viskositat von 10" 4 - 10 s Pa s, vorzugsweise 2*1 0" 4 - 2*1 0* 5 Pa s, 
eine Dichte von 0,5 - 1 ,2 g/ml, vorzugsweise von 0,5-1 ,2 g/ml aufweist 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft der Eluent fliissiges 
Kohlendioxid ist, vorzugsweise in einem Temperaturbereich von 0 bis 20°C. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft der Eluent flussiges 
Kohlendioxid ist in einem Druckbereich von 30 bis 150 bar . 

6. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft der Eluent 
mindestens ein Modifiziermittel enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft eine Saulenlange 
von mindestens 10 cm verwendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft eine Saulenlange 
von 0,25 bis 2,0 m verwendet wird. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dali eine Saulenlange 
von 1,1 bis 1,7 m verwendet wird. 

5 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS als stationare 
Phase modifizierte oder unmodifizierte Phasen ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Kieselgel, Aluminiumoxid, Titandioxid sowie getragerte 
polymere stationare Phasen verwendet werden. 

10 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dalJ die stationare 
modifizierte Phase ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus auf 
Kieselgel, Aluminiumoxid oder Titandioxid aufgebrachte Diolphase, 
Aminopropylphase, RP8 und RP18 Phase. 

15 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc als Stoffgemische 
Naturole enthaltend ungesattigte Fettsauren verwendet werden. 

13. Verwendung von Fluiden oder einer Mischung von Fluiden in flussigem, nicht- 
20 subkritischem und nicht-kritischem Zustand, die bei 25°C und 1 bar gasformig 

sind, zur Isolierung und / oder Reinigung und/oder praparativen Gewinnung 
von Stoffgemischen mittels Saulenchromatographie. 
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Intjj Kales Aktenzetchen 
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A. KLASSIRZIERUNGOES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 B01D15/08 



Nach der internal ipnaten Pale ntkiassffikal ion (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 B01D 



Recherchiene aber nicht zum Mindestprufslott gehdrende Veroffenttichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete tallen 



Wahrend der inlernationalen Recherche konsultiene elektronische Datenbank (Name der Daienbank und evtl. verwendete Suchbegrifte) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone" Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit ertorderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspnich Nr. 



EP 0 127 926 A (HEWLETT-PACKARD COMP.) 

12. Dezember 1984 (1984-12-12) 

Seite 6, Zeile 15 - Zeile 32; Anspruche 

1,2 

US 5 422 007 A (R.NICOUD ET AL.) 
6. Juni 1995 (1995-06-06) 
Anspruch 1 



1-5,10, 
11,13 



□ 



Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 
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Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 

*A* Veroffentlichung, die den atlgemeinen Stand der Technik definierl. 
aber nicht ats be senders bedeutsam anzusehen ist 

*E' alteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdftentlicht worden ist 

*L" Veroffentlichung. diegeeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durcn die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im RecherchenberichT genannten Veroffentlichung betegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben tst (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Veroffentlichung. die sich auf eine miindliche Offenbarung. 

eine Benutzung, erne Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 
•P* Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Priorrtatsdatum verdftentlicht worden tst 



■T" Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdftentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kotiidiert. sondern nur zum Verslandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundelieaenden 
Theorie angegeben ist 

•X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die Mrtglied derselben PatenttamiUe ist 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur saulenchromatographischen Trerinung von Stoffgemischen, 
wobei ais Eluent ein Ruid oder sine Mischung von Fluidon in flussigem, nicht- 
subkritjschem und nicht-kritischem Zustand (T<TK r und p<pkr) zum Einsatz 
komml, die bei 25°C und 1 bar gasformig sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent 
aiisgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus flussigem Distickstoffoxid, 
flussigem Fluorkohfenwasserstoff oder Fluorchlorkohlenwasserstoff, flussigem 
Kohlendioxid, flussigem Schwefelhexafluorid, flussigem Propen, flussigem 
Propan, flussigem Ammoniak, flQsslgem Schwefeldioxid, flussigem Xsnon. 
flussigem Ethan oder einer Mischung davon. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent eine 
dynamische Viskositat von 10" 4 - 10* 5 Pa s, vorzugsweise 2*1 0* 4 - 2*1 0' 5 Pa s, 
eine Dichte von 0,5 - 1 ,2 g/ml, vorzugsweise von 0,5-1,2 g/ml aufweist 

A. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent flussiges 
Kohlendioxid ist, vorzugsweise in einem Temperaturbereich von 0 bis 20°C. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent ffussiges 
Kohlendioxid ist in einem Druckbereich von 30 bis 73,7 bar . 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent 
mindestens ein Modifiziermittel enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Saulenlange 
von mindestens 10 cm verwendet wlrd. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine Saulenlange 
von 0,25 bis 2,0 m verwendet wird. 
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Claims 



1 . A method for the column-chromatographic separation of mixtures of 
materials using a fluid or a mixture of fluids which are gaseous at 
25°C and 1 bar in a liquid, nonsubcritical and noncritical state (T<T cr 
and p<p cr ) as eluant. 

2. The method as claimed in claim 1 , characterized in that the eluant is 
selected from the group consisting of liquid dinitrogen oxide, liquid 
fluorinated hydrocarbons and chlorofluorocarbons, liquid carbon 
dioxide, liquid sulfur hexafluoride, liquid propene, liquid propane, 
liquid ammonia, liquid sulfur dioxide, liquid xenon, liquid ethane and 
mixtures thereof. 

3. The method as claimed in claim 1, characterized in that the eluant 
has a dynamic viscosity of 10~ 4 - 10" 5 Pa s, preferably 2*1 0" 4 - 
2*1 0' 5 Pa s, a density of 0.5 - 1.2 g/ml, preferably 0.5 - 1 .2 g/ml. 

4. The method as claimed in claim 1 , characterized in that the eluant is 
liquid carbon dioxide, preferably in a temperature range from 0 to 



5. The method as claimed in claim 1, characterized in that the eluant is 
liquid carbon dioxide in a pressure range from 30 to 73.7 bar. 

6. The method as claimed in claim 1 , characterized in that the eluant 
comprises at least one modifier. 

7. The method as claimed in claim 1, characterized in that a column 
length of at least 1 0 cm is used. 

8. The method as claimed in claim 7, characterized in that a column 
length of from 0.25 to 2.0 m is used. 
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DIE INTERNATIONALE Zl^p.MMEN ARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PROFUNGSBERJCJ 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder An waits 
199kd02.wo 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/1PEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/06853 


Internationales Anmeldetiatum(Tag/Monat/Jahr) 
18/07/2000 


Prioritatsdatum fTag/Monat/Tag) 
21/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
B01D15/08 



Anmelder 

KD PHARMA BEXBACH GMBH et al. 

1 . Dieser Internationale vorlaufjge Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


s 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 



10/02/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
30.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax:+49 89 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Sembritzki, T 

Tel. Nr. +49 89 2399 8626 
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Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



/ 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzelchen PCT/E POO/06853 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hlnslchtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anme/deamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprung/ich 
eingereicht" und sind ihm nicht beige fugt, weil sie keine Anderungen enthaiten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-20 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

9-13 ursprungliche Fassung 

1-8 eingegangen am 16/10/2001 mit Schrelben vom 16/10/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen voriaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, da8 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VHI, Blatt 1) (Juii 1998) 



/ 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/06853 



□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststeilung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeilung 

1. Feststeilung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daG die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06853 



Es wird auf folgendes Dokument verwiesen: 



D1 : EP-A-0 1 27 926 (HEWLETT-PACKARD COMP.) 
12. Dezember 1984 (1984- 12-12) 



Punkt V: 



1. 

1.1 



1.2 
2. 



Neuheit und erfinderische Tatigkeit 

D1 welches als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart ein 
Chromatographieverfahren, bei dem verflussigte Gase als Eluenten verwendet 
werden. Die Gase werden unterhalb der kritischen Temperatur belassen, werden 
jedoch durch Kompression verflussigt wobei uberkritische Drucke zum Einsatz 
kommen (siehe D1, Tabellen). 

Der Gegenstand von Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung unterscheidet sich 
von D1 darin, da3 sowohl Druck als auch Temperatur unterhalb der kritischen 
Werte gehalten werden. Das Funktionieren der Chromatographie bei den 
genannten Verfahrensparametern war aus dem vorliegenden Stand der Technik 
nicht absehbar. Durch die Vermeidung von kritischen GroBen kann auf 
energieaufwendiges Erhitzen und Abkuhlen verzichtet werden, zusatzlich ergeben 
sich geringere Anforderungen an den apparativen Aufwand. 
Ein derartiges Verfahren ist aus dem vorliegenden Stand der Technik weder 
bekannt, noch wird es durch ihn nahegelegt. Die Gegenstande des Anspruchs 1 
und des korrespondierenden Verwendungsanspruches 13 entsprechen somit den 
Erfordernissen der Artikel 33(2) und (3) PCT. 

Die Anspruche 2-12 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls 
die Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit und erfinderische Tatigkeit. 

Industrielle Anwendung 

Die industrielle Anwendbarkeit ist offensichtlich. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/06853 



Punkt VII: 



2.1 



2.2 



Urn die Erfordernisse der Regel 5.1(a)(ii) PCT zu erfullen, ist in der Beschreibung 
das fur den Gegenstand der Anmeldung relevante Dokument D1 zu nennen; der 
darin enthaltene einschlagige Stand der Technik sollte kurz umrissen werden. 



Da lediglich die Chromatographie mit "flussigem" Gas (LFC) gemeint ist, sollten 
sowohl aus Klarheitsgrunden als auch zur Abgrenzung von D1 die 
Verfahrensbedingungen T<T kr und p<p kr auch im Verwendungsanspruch 13 
spezifiziert werden (Artikel 6 sowie 33(2) PCT). 

Wie aus der Beschreibung zu verstehen ist, wird der "fluide" Zustand als 
subkritisch bezeichnet, der nach Anspruch 1 eigentlich ausgegrenzt sein soli. Auf 
Seite 12, Zeilen 17 und 18, werden jedoch beide Zustande als erfindungsgemaB 
bezeichnet. Sollte dieser Bereich in den Anspruchsumfang fallen, so ist D1 als 
neuheitsschadlich anzusehen (siehe D1, Seite 4, Zeilen 1-15 und Seite 6, Zeilen 
15-32). 

Absatz drei auf Seite 6 ist widerspruchlich. Ab Seite 5, Zeile 5, werden 
Ausgestaltungen des erfindungsgemaBen Verfahrens beschrieben, wobei auf 
Seite 6, Zeilen 7 und 8, bei Kohlendioxid vorzugsweise Drucke von 30 bis 150 bar 
genannt werden. Diese Drucke liegen jedoch zum Teil weit uber dem kritischen 
Druck und fallen in den in D1 beschriebenen Bereich. 

Zudem ist die Formulierung auf Seite 6, Zeilen 9-10 miBverstandlich. Zwischen 
5,2 und 73,7 bar existiert ein Bereich, in dem eine flussige Phase mit einer 
Gasphase im Gleichgewicht steht. Wie aus D1, Figur 1 ersichtlich ist, besteht 
jedoch auch bei hoheren Drucken und entsprechender Temperatur der flussige 
Zustand. 



Punkt VIII: 



Klarheit 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



2.4 Die genannten Widerspriiche zwischen den Anspriichen und der Beschreibung 
fuhrt zu Zweifeln bezuglich des Gegenstandes des Schutzbegehrens, weshalb die 
Anspruche nicht klar sind (Artikel 6 PCT). 
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Patentanspruche 

1. Varfahren zur sSulenchromatographischen Trerinung von Stoffgemischen, 
wobei als Eluent eln Fluid oder elne Mischung von Fluiden in flussigem, nicht- 

5 subkritischem und nfcht-kritischem Zustand (T<Tk r und p<picr) zum Einsatz 

komml, die bei 25°C und 1 bar gasformig slnd. 

2. Varfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus flussigem Distickstoffoxid, 

10 flussigem Fluorkohienwasserstoff oder Fluorchtorkohlenwasserstoff, flussigem 

Kohtendioxid, flussigem Schwefelhexafluorid, flussigem Propen, flussigem 
Propan, flussigem Ammoniak, flussigem Schwefeldioxid, flQssigem Xenon, 
flussigem Ethan oder einer Mischung davon. 

15 3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent eine 
dynamische Viskositat von 10* 4 - 10* 5 Pa s f vorzugsweise 2*1 0" 4 - 2*1 0" 5 Pa s, 
eine Dichte von 0,5 - 1 ,2 g/ml, vorzugsweise von 0,5-1 ,2 g/ml aufweist 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent flussiges 
20 Kohtendioxid ist, vorzugsweise in einem Temperaturbereich von 0 bis 20"C. 

5. Varfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent ffussiges 
Kohlendloxid ist in einem Druckbereich von 30 bis 73,7 bar . 

25 6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent 
mindestens eln Modifiziermittel enthalt. 

7. Varfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB. eine Saulenlange 
von mindestens 10 cm verwendet wird. 

30 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine Saulenlange 
von 0,25 bis 2,0 m verwendet wird. 
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I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| r j the international application as originally filed 
[X] the description: 

P a S es 1-20 , as originally filed 

P a S es . filed with the demand 

P a ges ^ filed with the letter of 

^ the claims: 

P a S es b 9-13 ? as originally filed 

P a 3 es , as amended (together with any statement under Article 19 

P a S es , , filed with the demand 

P a S es \± , filed with the letter of 16 October 2001 (16.10.2001) 

| | the drawings: 

P a S es , as originally filed 

P a S es _ , filed with the demand 

pages _ , filed with the letter of ____ 

|~~] tne sequence listing part of the description: 

P a *= es . . , as originally filed 

pagCS , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I 1 the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b». 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 

L ] filed together with the international application in computer readable form. 

[ | furnished subsequently to this Authority in written form. 

I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

Q The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

4 EH Tne amendments have resulted in the cancellation of: 

| j the description, pages 

I | the claims, Nos. 

I | the drawings, sheets/fig 



5. I I This re P ort has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
1 — 1 beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 

ln j ™ r , e £° rt QS " ori 8 mali y f lled " and m not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 

ana /u. 17). 

* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-13 



1-13 



1-13 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 

Dl: EP-A-0 127 926 (HEWLETT-PACKARD COMP.) 
12 December 1984 (1984-12-12) 

1 . Novelty and inventive step 

1.1 Dl, which is considered the closest prior art, 

discloses a chromatography method in which liquefied 
gases are used as eluent. The gases are left below a 
critical temperature but are liquefied by 
compression, supercritical pressures being used (see 
Dl, tables) . 

The subject matter of Claim 1 of the present 
application differs from Dl in that both the 
pressure and temperature are kept below the critical 
values. The way in which the chromatographic process 
functions with these process parameters could not be 
foreseen from the available prior art. By avoiding 
critical values, energy-intensive heating and 
cooling can be dispensed with, and demands in terms 
of apparatus are also reduced. 
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1.2 



2. 



A method of this type is neither disclosed nor 
suggested by the available prior art. Therefore the 
subject matter of Claim 1 and corresponding use 
Claim 13 meets the requirements of PCT Article 33(2) 
and (3) . 

Claims 2-12 are dependent on Claim 1 and so likewise 
meet the PCT novelty and inventive step 
requirements . 

Industrial applicability 

The invention obviously has industrial 
applicability. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



In order to meet the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) , 
the description should cite Dl, which is relevant to the 
subject matter of the application, and it should also 
briefly outline the pertinent prior art contained 
therein . 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Clarity 

1. Since only chromatography with "liquid" gas (LFC) is 
intended, both for reasons of clarity and for 
delimitation over Dl, the method conditions T<T kr and 
P<Pkr should also be specified in use Claim 13 (PCT 
Article 6 and PCT Article 33(2)). 

2.1 As the description indicates, the "fluid" state is 
said to be subcritical and should actually be 
excluded from Claim 1. However, on page 12, lines 17 
and 18, both states are said to be covered by the 
invention. If this range is intended to be covered 
by the scope of the claims, Dl can be considered 
prejudicial to novelty (see Dl, page 4, lines 1-15, 
and page 6, lines 15-32) . 

2.2 Paragraph 3 on page 6 is contradictory. From page 5, 
line 5, configurations of the claimed method are 
described, preferable pressures of between 30 and 
150 bar in the case of carbon dioxide being 
mentioned on page 6, lines 7 and 8. However, some of 
these pressures are far above the critical pressure 
and fall in the range described in Dl . 

2.3 Moreover, the wording on page 6, lines 9-10, is 
misleading. Between 5.2 and 73.7 bar there is a 
range in which a liquid phase is equivalent to a 
gaseous phase. However, as Dl, Figure 1, shows, the 
liquid state also exists at higher pressures and 
corresponding temperature . 
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VIII. Certain observations on the international application 



2.4 These inconsistencies between the claims and the 
description give rise to doubt as concerns the 
subject matter for which protection is sought and 
hence the claims are unclear (PCT Article 6) . 
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Der Unterzeichnete beantragt, daft die vorliegende 
Internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
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. w ..PCT/EPOO/ 0 6^53 

Internationa lesAktenzeichen / ^ V 



18. 07 2000j~ 

Internationales Anmehledatum 



1 8 JUL 2000 



EUROPEAN PATENT OFFICE 

PCT INTERNATIONAL APPLICATION 

Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Ziehen) I99|«j02.wo 



Feld Nr. [ BEZEICHNLNG DER ERFHSDUNG 
SaulenchromatographischesTrennverfahren 




Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familietmanie, Vorname: bei juristischen Personal vollslandige amtlicke 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sin J die Post lei tzahl und der Name des Staats anzxtgeben. Der 
in diesern Feld in der Anschrift angegekene Staat ist der Stoat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders. sofeni michstehend kan Stout des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KD Pharma Bexbach GmbH 
Am Kraftwerk 4-6 
66450 Bexbach 
Deutschland 


1 I Diese Person ist 
■ — ' gleichzeitig Erflnder 


Telcfonnr.: 


Tclefaxnr.: 


Fernschreibnr.: 


Staatsaugehdrigkeit ( Staat): ^ ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder |— | Bestim- Ty\ allc Bcstimmungsstaatcn mit Ausnahme T~i nurdie Vcreinigten f - 1 die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: |_J mungsstaaicn |j£J der Vereinigten Staaten von Amcrika LJ Staaten von Amcrika LJ angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill W EITERE AN M ELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: tFamiliennome. Voniame: bei juristischen Personen volhtandige amtlicke 
Bezeichmmg. Bei der Anschrift sou/ die Postleitzahl tmd der Name des Staats anzit°eben. Der 
in diesern Feld in der Anschri/i an^ebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder ftomisitzes des 
Anmelders. sofeni tutchstehetul keui Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

Krumbholz, Rudolf 
4, rue des Lys 
57510 Holving 
Frankreich 


Diese Person ist: 
I ^1 nur Anmelder 

|X| Anmelder und Erfmder 

I - 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— i angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notigj 


StaaLsangehdrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

FR 


Diese Person isl Anmelder i | allc Uestim- 1 1 aile Best immungsstaaten mit Ausnahme fjTt tiur die Vcreinigten | 1 die im Zusatzfeld 

iiirfolgende Siaaten: 1_| munj;ssiaaten L_| der Vereinigten Staaten von Amerika l£J Staaten vim Amerika L-J angegebenen Staaten 


|X| Weitere Anmelder und 'oder (weitere) Erflnder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV AN WALT ODER GEMEIN SAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person w ird hiermit hestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder r^l ^ j t i — i gemeinsamer 
vor den zustandigen intemationalen Behdrden in folgender Eigenschaft zu handeln als: l£J 1 1 Vertreter 


Name und Anschri ft: {Familiennamc. Yomame: beiiuristischtn Personen vollstandigeamtlicheBezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

Ackermann, Joachim 
Cohausenstrasse 1 
65719 Hofheim/Ts. 
Deutschland 


Telcfonnr.: 

0049-6192-295657 


Tclefaxnr.: 

0049-6192-295658 


Kemschreibnr.: 


T~\ Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen 
I ' im obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 
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Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERF1NDER 


Wird keincs der folgenden Felder benutzU so sollte dieses Blatt dew Antrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bet juristischen Personeti voltstandtge ammcne 
Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem teld in der Anschrifi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Schirra, Norbert 
Schumannstrasse 46 
66333 Voiklingen 
Deutschiand 


Diese Person ist: j 
I | nur Anmelder 

f^H Anmelder und Erfinder 

I I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1 — 1 angekreuzt. so sSind die nachstehenden 
Angabcn nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder |— j a ij c Besrim- J~l alleBesrimmungsstaatenmitAusnahme r&l nurdieVereinigten T~\ dieimZusatzfeld 
furfolgcndc Staaten: L_J mungsstaatcn LJ der Vereinigten Staaten von Amerika [Hi Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: f Familienname, Vorname: bei juristischen Personen volLstiindige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Nome des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. sofern nachsteltena kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben 'ist.) 

Treitz, Manfred 
Ludweilerstrasse 54 
66352 Grofirosseln 
Deutschiand 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

tX| Anmelder und Erfinder 

[~| nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— J angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder r— 1 allc Bestim- I - ] aUeBestimmung*staatenmitAusrtahme ["OT nurdieVereinigten I - 1 dieimZusatzfeld 
furfolgcndc Staaten: LJ miingsstaaten |_J der Vereinigten Staaten von Amerika 1£l1 Staaien von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrifi: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen volktandige amtliche 
Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 | nur Anmelder 

f~| Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): ^ 


Diese Person ist Anmelder |— 1 alleBestim- [~ 1 alleBcstimmungssraatenmitAusnalime |~ 1 nurdieVereinigten T~[ dieimZusatzfeld 
furfolgcndc Staaten: LJ mungsstaaten LJ der Vereinigten Staaten von Amerika LJ Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Name und Aiisclirift: (FamiUenname, Vorname: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung Bei der Anschrifi shut die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrifi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder WoJmsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehena kein Staat des Sitzes (xier Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

r - ] nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1 — 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Dicse Person ist Anmelder [ I a \i e Bestinv | I allc Besummungsstaatenrnit Ausnahme | 1 nur die Vereinigien | I die im Zusatzleld 

fur folgendc Staaten: LJ mungsstaaten LJ der Vereinigten Staaten von Amerika LJ Staaten von Amerika LJ angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder ( wettere) Brfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formbiatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsfonmdar 



t 



I 



Fcld Nr. V BEST1MM UNG 



Blatt Nr. 



ST A AT EN 



f 



ru/l:PU0/G 68 5 3 



Die folgcnden Bestimmungen nacli Rcgcl 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenomraen (bine die entsprechenden Kdstchen ankreuzen; wemgstens ein Kiistchen 
mufi angekretct wenknfr 
Rcgionales Patent 

RJ AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan. SL Sierra Leone. 

SZ Swasiland. U G Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls imd des PCT ist 
0 EA Eurasischcs Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan. BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische FOderation, TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Pat entubereinkom mens und des PCT ist 
|2 EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien. CH und LI Schwciz und Liechtenstein. CY Zypern. 

DEDcutschland. DKDancmark,ESSpanien.FIFimland,FRFrankreich,GB VcreinigtcsKonigrcich. GR Gricchenland. 
IE Irland, IT hah en. LU Luxemburg. MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat. 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 
E) OA OAPl-Parcnt: BF Burkina Paso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote dTvoire, 
CM Kamcrun. GA Oabun. GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger. SN Senegal, 
TD Tsehad. TG Togo und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAP1 und des PCT \s\(falls eim andere Sclmtzrechtsart 

odvr ein sumttges i 'erfahren gewunschi wird. bitte ouf der gepunkteten Linie angtben) 

Na donates Patent (falls eine andere Schvtzrechtsort oder ein sonstiges Yerfahren gewunscht wird, bilie auf der gepunkteten Linie angeben): 
Vcreinigte Arabischc Emirate 0 *->R Liberia 



m 


AE 


® 


AL 


El 


AM 


El 


AT 


El 


AU 


El 


AZ 


El 


BA 


El 


BB 


El 


BC 


El 


BR 


El 


BY 


El 


CA 


El 


CH 


El 


CN 


El 


cu 


El 


cz 


B 


DE 




UK 


El 


EE 


B 


ES 


El 


FI 


El 


GB 


El 


GD 


El 


GE 


m 


GH 


El 


GM 


El 


HR 


El 


HU 


El 


ID 


El 


IL 


El 


IN 


El 


IS 


El 


JP 


El 


KE 


El 


KG 


El 


KP 


El 


KR 


El 


KZ 


El 


LC 


El 


LK 



Albanicn Q 

Armenien B 

Osterreich G3 

Australien IS 

Aserbaidschan 09 

Bosnien-Herze^owina [3 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 0 

Belarus 0 

Kanada B 

md LI Schwciz und Liechtenstein B 

China H 

Kuba HI 

Tschcchische Republik 12 

Deutschland H 

Diinemark (3 

Estland B 

Spamen IS 

Finnland . . . 09 

Vereinistes Kom» retch [S 

Grenada QJ 

Georgien H 

Ghana IS 



Kioaticn 

Ungarn 

Indonesicn 

Israel 

Indien 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea 



m 

El 
H 

B 

El 

m 
a 

El 



LS Lesotho 

LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZA 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Sudafrika . . 



ZW Simbabwe 

Republik Korea Kastchen fur die Bestimmung von Staaten , die dem PCT nach der 

Kasachstan Ver&ffentlichung dieses Formblatts hcigctrctcn smd: 

Saint Lucia 0 Costa Ric^OcOTinlKa, Mar^koTTanMnia. 

Sri Lanka □ 



tfoter 



Erklarung bzgl. vorsorgiichcr Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmeldcr nach 
Regcl 4 .9 Absatz b auch allc andcren nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahmc der im Zusatzteld genannten 
Bcstimmunaen. die von dieser Erkl&rung ausgenommen sind. Der Anmclder erklart, dafi diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer Bcstatiguns stehen und jedc zusitzlichc Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser l<rist als vom Anmelder zurtlckgenommen cilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer Mitteihmg, in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahhmg der Bestimmungs- und 
der &estatigungsgebuhr. Die Bestatigung mu/J beim Anmeldeamt innerhalb der Frist wn 1 5 Monaten eingehen j 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antra gsformular 



t I 



Feld Nr. VI PRIORITATSA 



Blatt Nr. 



4 



PCT/EP 0 0 / 0 68 5 3 



n Wei tore Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anmeidedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/'Monat/Jahr) 


Aktenzeichen 
der fruheren Anmeldung 


1st die truhere Anmeldung eine: 


nationale Anmeldung: 
Staat 


regionale Anmeldung:* 
regionales Amt 


Internationale Anmeldung: 
Anmeldeamt 


z.eue \ i) 

21/Juii/1999 (21.07.99) 


199 34 168.0 


DE 






Zeiie (2) 










Zeile(3) 











□ Das Anmeldeamt wird crsucht, eine beglatibigtc Abschrift der oben in der (den) Zeile(ii) 
bezeichneten friiheren Anmcldungfcn) zu erstellen und dem intcrnationalen Buro zu ubermitteln (nur falls die fruhere Anmeldtmg(eti) bei 
dem Amt eingereichr warden ist(sind). das for die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt hi) 
* Falls es sich bei der friiheren Anmeldunu urn eine ARJPO-Anmeldung hundelt so mtiji in dem Zusatzfeld mindestem ein Staat attgegeben wrden, der 
Mitgliedstaat der Pariser VerbandsubemnkunJI zum Schuti des gewerblichen Eigentums ist und fur den die fruhere Anmeldung eingereicki wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Want der interaationatea Recherchenbehorde (ISA) 

(falls :*ei oder mehr als zwei Internationale Recherchen- 
behorden fur die Ausjuhrung der internationalen Recherche 
zustandig sind. geben Sie die von Ihnen gewahlie Behdrde an: 
der Zweibuchxtahen-Code kann benutzt werdenj: 

ISA/ 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer fruheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
fruhere Recherche (falls eine fruhere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
bean tragi oder von itir durchgejuhrt warden ist): 

Aktenzeichen 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Staat (oder regionales Amt) 



FeldNr.VILI KONTROLLISTE; E1NREICI1UNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattem: 

Antrag : 4 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil ) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 



Blattzab 1 insgesamt 



20 

2 

1 



27 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unteriagen bei: 

1. g] Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Begrundung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennuramer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. □ Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosaurcsequenzen in computeriesbarer Form 

9. □ Sonstige (einzeln aufjuhren): 



Abbildung der Zeichnungen, die 

mit der Zusammenfassung 
vcrolTenllichi wetden soil (Nr.): 


Sprache, in der die 

Internationale Anmeldung Heutsch 

ctniicrcicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRMT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, snfern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 

Der Vertreter: 



Dr. Ackermann 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser * Q • • • ■ onnn 
imernationalen Anmeldung: 1 O JUL lUUU 


^1 8. 07 2000 j 


2. Zeichnungen 
i — | einge- 
1 1 gangen: 

1 — 1 nicht ein- 
1 — 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich. jedoch 
fristgerecht eingegangener Unteriagen oder Zeichnungen 
zur Verv r ollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 




4. Datum des fristgerechten Eingangs derangeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehorde tqa / 
(falls zwei oder mehr zustandig sind): l&A / 


6. 1 1 Obennittlunu des Recherchenexemplars bis zur 
l_J Zahlung der Recherchengebuhr aufgeschoben 




Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 



FonnblattPCT/RO/lOI (letztes Blatt) (Juli 1998;Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesemAntragsfdrmular 



t I 



I hereby certify that this paper or fee Is 
being deposited with tho United States Postal 
Servlco "ntprc*:-3 ft^n Poet Office to 
Assrescc 5 £ \?jU~o vntir.r 37CFR 1 10 on the 
Oat,^ nmJ'^ri-cS r-.iivn end i<> addressed to Box 



(Typed ir^rintod noma of poriffen mailing 



(Signature of person malUncnpaper of foe) 



'Express Mali" mailing label 
number EX2M67 1961 



°- of MRY iff, 2002- 




fterl^cr for Patonto, 




VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



P c co o 1 nov 2001 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERiCHT- 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
199kd02.wo 


siehe Mitteilung liber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/06853 


Internationales AnmeldedaXumfTag/Monat/Jahr) 
18/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
21/07/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
B01D15/08 


Anmelder 

KD PHARMA BEXBACH GMBH et al. 



1 . Dieser Internationale voriaufige Prufungsbericht wurde. von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde ersteilt und wird dem Anmelder gemaB Artike! 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


® 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
10/02/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
30.10.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/w) D-80298 Munchen 

Z&r' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu" d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Sembritzki, T (1 0 }) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8626 \^o_^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/06853 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-20 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

9-13 ursprungliche Fassung 

1-8 eingegangen am 16/10/2001 mit Schreiben vom 16/10/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. t 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/06853 



□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-13 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06853 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Es wird auf folgendes Dokument verwiesen: 

D1 : EP-A-0 1 27 926 (HEWLETT-PACKARD COMP.) 
12. Dezember 1984 (1984- 12-12) 

Punkt V: 

1 . Neuheit und erf inderische Tatigkeit 

1.1 D1 welches als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart ein 
Chromatographieverfahren, bei dem verflussigte Gase als Eluenten verwendet 
werden. Die Gase werden unterhalb der kritischen Temperatur belassen, werden 
jedoch durch Kompression verflussigt wobei uberkritische Drucke zum Einsatz 
kommen (siehe D1, Tabellen). 

Der Gegenstand von Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung unterscheidet sich 
von D1 darin, daB sowohl Druck als auch Temperatur unterhalb der kritischen 
Werte gehalten werden. Das Funktionieren der Chromatographic bei den 
genannten Verfahrensparametern war aus dem vorliegenden Stand der Technik 
nicht absehbar. Durch die Vermeidung von kritischen GroBen kann auf 
energieaufwendiges Erhitzen und Abkuhlen verzichtet werden, zusatzlich ergeben 
sich gertngere Anforderungen an den apparativen Aufwand. 
Ein derartiges Verfahren ist aus dem vorliegenden Stand der Technik weder 
bekannt, noch wird es durch ihn nahegelegt. Die Gegenstande des Anspruchs 1 
und des korrespondierenden Verwendungsanspruches 13 entsprechen somit den 
Erfordernissen der Artikel 33(2) und (3) PCT. 

1 .2 Die Anspruche 2-12 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls 
die Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit und erfinderische Tatigkeit. 

2. Industrielle Anwendung 

Die industrielle Anwendbarkeit ist offensichtlich. 



Formblatt PCT/Beib!att/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/06853 
PRUFUNGSBERJCHT - BEIBLATT 



Punkt VII: 

Um die Erfordernisse der Regel 5.1 (a)(ii) PCT zu erfullen, ist in der Beschreibung 
das fur den Gegenstand der Anmeldung relevante Dokument D1 zu nennen; der 
darin enthaltene einschlagige Stand der Technik sollte kurz umrissen werden. 

Punkt VIII: 
Klarheit 

1 . Da lediglich die Chromatographie mit "flussigem" Gas (LFC) gemeint ist, sollten 
sowohl aus Klarheitsgrunden als auch zur Abgrenzung von D1 die 
Verfahrensbedingungen T<T kr und p<p kr auch im Verwendungsanspruch 13 
spezifiziert werden (Artikel 6 sowie 33(2) PCT). 

2.1 Wie aus der Beschreibung zu verstehen ist, wird der "fluide" Zustand als 
subkritisch bezeichnet, der nach Anspruch 1 eigentlich ausgegrenzt sein soli. Auf 
Seite 12, Zeilen 17 und 18, werden jedoch beide Zustande als erfindungsgemaB 
bezeichnet. Sollte dieser Bereich in den Anspruchsumfang fallen, so ist D1 als 
neuheitsschadlich anzusehen (siehe D1, Seite 4, Zeilen 1-15 und Seite 6, Zeilen 
15-32). 

2.2 Absatz drei auf Seite 6 ist widerspruchlich. Ab Seite 5, Zeile 5, werden 
Ausgestaltungen des erfindungsgemaOen Verfahrens beschrieben, wobei auf 
Seite 6, Zeilen 7 und 8, bei Kohlendioxid vorzugsweise Drucke von 30 bis 150 bar 
genannt werden. Diese Drucke liegen jedoch zum Teil weit uber dem kritischen 
Druck und fallen in den in D1 beschriebenen Bereich. 

2.3 Zudem ist die Formulierung auf Seite 6, Zeilen 9-10 miSverstandlich. Zwischen 
5,2 und 73,7 bar existiert ein Bereich, in dem eine flussige Phase mit einer 
Gasphase im Gleichgewicht steht. Wie aus D1, Figur 1 ersichtlich ist, besteht 
jedoch auch bei hoheren Drucken und entsprechender Temperatur der flussige 
Zustand. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (B!att2) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/06853 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



2.4 Die genannten Widerspruche zwischen den Anspriichen und der Beschreibung 
fuhrt zu Zweifeln bezuglich des Gegenstandes des Schutzbegehrens, weshalb die 
AnsprCiche nicht War sind (Artikel 6 PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



ID- IU-^UU1 



EP000685 



21 

PatentansprOche 

1. Verfahren zur saulenchromatographischen Trerinung von Stoffgemischen, 
wobei a!s EJuent ein Fluid oder eine Mischung von Fluiden in flussigem, nicht- 

5 subkritischem und nicht-kritischem Zustand (T<Tk r und p<pkr) zum Einsatz 

kommt, die bei 25°C und 1 bar gasformig sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent 
aiisgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus flussigem Distickstoffoxid, 

10 flussigem Pluorkohlenwasserstoff oder Fluorchtorkohlenwasserstoff, flussigem 

Kohlendioxid, flussigem Schwefelhexafluorid, tlOssigem Propen, fiiissigem 
Propan, flQssigem Ammoniak, flussigem Schwefeldioxid, flussigem Xenon, 
flussigem Ethan oder einer Mischung davon. 

15 3. Verfahren nach Anspruoh 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent eine 
dynamische Viskosital von 1 CT 4 - 1 0* 5 Pa s, vorzugsweise 2*1 0" 4 - 2*1 0" 5 Pa s, 
eine Dichte von 0,5 - 1 ,2 g/ml, vorzugsweise von 0,5-1 ,2 g/ml aufweist 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent flussiges 
20 Kohlendioxid ist, vorzugsweise in einem Temperaturbereich von 0 bis 20'C. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent flussiges 
Kohlendioxid ist in einem Druckbereich von 30 bis 73,7 bar . 

25 6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Eluent 
mindestens ein Modifiziermittel enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB . eine Saulenlang© 
von mindestens 10 cm verwendet wird. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB sine Saulenlang© 
von 0,25 bis 2,0 m verwendet wird. 
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NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 



To: 



Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 



Date of mailing (day/month/year) 
19 June 2001 (19.06.01) 


ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 




International application No. 
PCT/EPOO/06853 


Applicant's or agent* s file reference 
199kd02.wo 


International filing date (day/month/year) 
18 July 2000(18.07.00) 


Priority date (day/month/year) 
21 July 1999 (21.07.99) 


Applicant 

KRUMBHOLZ, Rudolf etal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
10 February 2001 (10.02.01) 



(""I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Coiombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Zakaria EL KHODARY 

Telephone No.: (41-22)338.83.38 
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To: 

ACKERMANN, Joachim 
Postfach 11 13 26 
60048 Frankfurt am Main 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 

26 March 2001 (26.03.01) 


Applicant's or agent* s file reference 
199kd02.wo 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP00/06853 


International filing date (day/month/year) 
18 July 2000 (18.07.00) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
| | the applicant | [ the inventor X the agent | | the common representative 


Name and Address 

ACKERMANN, Joachim 
Cohausenstrasse 1 
D-65719 Hofheim 
Germany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 

0049 6192 295657 


Facsimile No. 

0049 6192 295658 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following 
| [ the person | [ the name X the address [ 


change has been recorded concerning: 
| the nationality | | the residence 


Name and Address 

ACKERMANN, Joachim 
Postfach 1113 26 
60048 Frankfurt am Main 
Germany 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 

+49 (0)69 92033-801 


Facsimile No. 

+49 (0)69 92033-7 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 




4. A copy of this notification has been sent to: 
fx] the receiving Office Q<J the designated Offices concerned 
[ | the International Searching Authority the elected Offices concerned 
| | the International Preliminary Examining Authority | | other: 





Authorized officer 


The International Bureau of WIPO 


34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 


Peggy Steunenberg 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1 994) 003920668 



